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He: (AYH)AFRFAAY REMIT & Nosema bombycis 感染 不 同时 间 对 家 大 Bombyx mori 幼 
: 不 同 组织 中 家 看 海龟 蛋白 (Bombyx Turtle, Bmtutl) 基 因 表 达 水 平 的 影响 ,为 揭示 家 看 微 孢 子 忠 的 
侵 染 机 制 英 定 基 础 。【 方 法 ] 利 用 生物 信息 学 方法 对 家 看 海 包 蛋 白 3 种 亚 型 Bmtutl-464, Bmtutl-519 
和 Bmtutl-810 的 序列 结构 特征 进行 了 分 析 ; 利 用 qPCR 检测 家 看 微 孢 子 忠 感染 后 12, 24, 48, 72, 
96 和 120 h, 家 看 幼虫 中 肠 、 血 淋巴 与 脂肪 体 组 织 中 Bmtutl-464, Bmtutl-519 和 Bmtutl-810 基因 表达 
水 平 的 变化 情况 。【 结果 】 家 看 海 急 蛋 白 3 种 亚 型 的 二 级 结构 均 主 要 由 无 规则 卷曲 a 螺旋 、B 转角 
和 延伸 链 组 成 ,其 中 无 规则 卷曲 所 占 比 例 最 高 。 但 是 PredictProtein 分 析 发 现 , Bmtutl464, Bmtutl- 
519 和 Bmtutl-810 之 间 的 蛋白 /多 核 普 酸 结 合 位 点 存在 较 大 差异 。qPCR 结果 表明 ,感染 家 蚕 微 孢 
子 忠 后 ,家 和 蛋 幼 蛙 中 肠 、 血 淋巴 与 脂肪 体 组 织 中 Bmtutl-464, Bmtutl-519 和 Bmtutl-810 基因 的 整体 表 
达 处 于 被 抑制 状态 ,尤其 在 脂肪 体 中 最 为 明显 ; Bmtutl-519 和 Bmtutl-810 基因 的 表达 在 家 蛋 微 孢子 
RAREN T2 h 开始 受到 显著 抑制 ,特别 是 Bmtutl-519 基因 ,其 相对 表达 水 平均 不 到 对 照 的 
5.0% 。【 结论 ] 家 看 海 包 蛋 白 这 3 种 亚 型 的 序列 结构 特征 存在 较 大 差异 ,家蚕 微 孢 子 虫 感染 在 一 
定 程 度 抑 制 了 家 蚕 幼 虫 中 肠 、 血 淋巴 与 脂肪 体 组 织 中 Bmtuil-464, Bmtuil-519 和 Bmtutl-810 基因 尤 
HL Bmtutl-519 的 表达 。 结 果 说 明 ,与 其 他 两 种 家 春海 龟 蛋 和 白 亚 型 相 比 ,Bmtutl-519 蛋白 可 能 在 家 
蛋 微 孢子 虫 侵 染 宿 主 的 过 程 中 起 主要 作用 。 
关键 词 : KE; KREMER; KAHERA; 序列 分 析 ; 时 相 表 达 
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Effect of Nosema bombycis infection on the expression level of Bombyx 


Turtle (Bmtutl) gene in Bombyx mori 

ZHU Feng, GAO Jian-Hua, ZHANG Yong-Hong, XIAO Sheng-Yan, SHAO Yu-Lan, TANG Fen-Fen, 
BAI Xing-Rong* (Institute of Sericulture and Apiculture, Yunnan Academy of Agricultural Sciences, 
Mengzi, Yunnan 661101, China) 

Abstract: [ Aim] The aim of this study is to elucidate the effect of Nosema bombycis infection on the 
expression level of Bombyx Turtle ( Bmtutl) gene in different tissues of larvae of the silkworm ( Bombyx 
mori) at different time post infection, so as to lay the foundation for revealing the infection mechanism of 
N. bombycis. [Methods] The sequence characteristics of three isoforms of Bmtutl ( Bmtutl-464, Bmtutl- 
519 and Bmtutl-810) of B. mori were analyzed by bioinformatics methods. The expression levels of 
Bmtutl-464 , Bmtutl-519 and Bmtutl-810 in the midgut, hemolymph, and fat body of B. mori larvae 
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infected by N. bombycis at 12, 24, 48, 72, 96 and 120 h post inoculation, respectively, were detected 
by qPCR. [Results] The secondary structures of the three Bmtutl isoforms are mainly composed of 
random coil, a-helix, B-turn and extended strand, and the proportion of random coil is the highest. 
However, PredictProtein analysis indicated that there was a large difference in protein/polynucleotide 
binding sites between Bmtutl-464, Bmtutl-519 and Bmtutl-810. qPCR analysis showed that the 
expression of Bmtutl-464 , Bmtutl-519 and Bmtutl-810 in the midgut, hemolymph and fat body of B. mori 
larvae was inhibited after N. bombycis infection, and most significantly inhibited in the fat body. The 
expression of Bmtutl-519 and Bmtutl-810 in the fat body of B. mori larvae infected by N. bombycis was 
strongly inhibited since 72 h post inoculation, and especially the relative expression level of Bmtutl-519 in 
the fat body in the treatment group was less than 5.0% of that in the control. [ Conclusion) The three 
isoforms of Bmtutl have different sequence characteristics. N. bombycis infection inhibits the expression of 
Bmtuil-464 , Bmtutl-519 and Bmiutl-810 in the midgut, hemolymph and fat body of B. mori larvae, 
especially the expression of Bmiutl-519. These results suggest that Bmtutl-519 protein may play a major 
role in the process of N. bombycis infecting the silkworms as compared with the other two Bmtutl 
isoforms. 


Key words: Bombyx mori; Nosema bombycis; Bombyx mori Turtle protein; sequence analysis; phase 


expression 


在 探索 微 孢 子 虫 侵 染 机 制 的 早期 研究 中 发 现 ， 
微 孢 子 忠 的 孢 壁 蛋 白 在 微 移 子 虫 的 孢子 发 芽 过 程 中 
发 挥 了 积极 作用 , 孢 壁 蛋 白 的 存在 与 否 直 接 影响 着 
孢 子 发 芽 , 进 而 影响 微 孢 子 忠 对 宿主 的 侵 染 能 力 
( Enriquez et al., 1998; Sak et al., 2004; Zhang et 
al., 2007) 。 最 近 研 究 发 现在 微 抱 子 虫 侵 染 过 程 中 ， 
微 孢 子 虫 可 通过 特殊 的 机 制 粘 附 在 宿主 细胞 表面 ， 
从 而 增强 侵 当 宿主 细胞 的 效率 。 研 究 表明 ,抑制 这 
种 粘 附 作用 就 能 控制 微 孢 子 虫 的 感染 (Hayman et 
al., 2005; Southern et al., 2006; Cai et al., 2011; 
Yang et al., 2014), Ate fd F E Nosema bombycis 
fd 8 Az AL NbSWP26 ( Nosema bombycis spore wall 
protein 26) Bj T KEMT RAIT ERE YH M 
过 程 , 进 而 影响 了 抱 子 对 宿主 细胞 的 侵 染 (Li et al., 
2009 ) 。 我 们 通过 免疫 共 沉 演技 术 , 在 细胞 水 平 得 
选 到 一 个 与 NbpSWP26 具有 相互 作用 的 细胞 粘 附 分 
子 家 春海 包 和 蛋白 (Bombyx Turtle, Bmtutl) (Zhu et 
al., 2013), 

细胞 粘 附 分 子 是 一 类 位 于 细胞 膜 表 面 的 糖 蛋白 
分 子 ,可 分 为 免疫 球 和 蛋白 超 家 族 、 整 合 素 家 族 、 选 择 
素 家 族 . 钙 黏 素 家 族 四 大 类 。 它 们 可 通过 识别 与 其 
粘 附 的 特异 性 受 体 参与 细胞 与 细胞 之 间 及 细胞 与 细 
胞 外 基质 之 间 的 相互 作用 ,以 及 通过 与 其 他 细胞 表 
面 受 体 的 相互 作用 来 调节 细胞 内 信号 的 转 导 ,与 细 
胞 发 育 炎症 反应 免疫 应 答 以 及 肿瘤 浸润 转移 等 密 
切 相 关 (Li and Feng, 2011; Weber et al., 2011; 








































































































Zhong and Rescorla, 2012), Bmtutl JE F AJE ERE 
白 超 家 族 中 的 一 员 ,该 蛋白 超 家 族 主要 包括 两 类 ,一 
类 是 疹 椎 动物 中 免疫 球 蛋 白 超 家 族 9 , 另 一 类 是 无 
闪 椎 动物 中 的 海 包 蛋白 (Doudney et al., 2002), 
昆虫 海 鱼 蛋白 是 无 脊椎 动物 免疫 球 蛋 白 超 家 族 
的 一 个 新 成 员 ,2001 年 首次 在 黑 腹 果 晶 Drosophila 
melanogaster 中 发 现 。 果 晶 海龟 蛋白 基因 存在 可 变 
性 剪接 ,其 转录 本 可 产生 至 少 6 RAS Te] FS vA AeA 
亚 型 (Bodily et al., 2001; Hansen and Walmod, 
2013 )。 功 能 研究 表明 ,海龟 蛋白 作为 细胞 表面 配 
体 或 辅助 受 体 在 果 蝇 中 枢 神 经 系统 发 育 过 程 中 起 
要 作用 ,可 通过 分 子 识 别 作用 引起 树 突 的 自我 回避 
反应 , we Se, 21H Na] AY FE Zs ( Long et al., 2009), HE 
外 ,它们 还 可 以 通过 介 导 细胞 与 细胞 之 间 的 相互 作 
用 ,调节 感光 神经 细胞 R7 末端 的 分 布 (Ferguson et 
al., 2009) 。 前 期 我 们 对 Bmtutl 进行 了 初步 研究 , 结 
果 表 明 Bmtutl 与 免疫 球 和 蛋白 超 家 族 成 员 一 样 ,也 存 
在 可 变 前 接 , 并 且 参 与 了 家 看 微 移 子 虫 的 粘 附 式 侵 
染 过 程 (Zhu et al., 2017)。 本 研究 对 之 前 我 们 获得 
的 3 条 Bmtutl 转录 本 ( Bmtutl-464/GenBank No. 
KY350196. 1, Bmtutl-519/GenBank No. KY350197. 1 
和 Bmtutl-810/GenBank No. KY350198. 1) 的 序列 结 
PAPEL DEAE oy BT, FF LE Hie A OF ol T KE 
fit fl T E Re YG XP Bmtutl-464, Bmtutl-519 和 
Bmtutl-810 FED RIKK F W S , Hs AN AR A 
TRAZAN ill BEE AE o 
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1 材料 与 方法 


1.1 生物 材料 与 主要 试剂 
1.1.1 家 大 和 微 抱 子 虫 : 供 试 家 奋 品 系 大 造 (P50) 
由 云南 省 农业 科学 院 香 桑 密 蜂 研究 所 家 乍 育种 与 演 
育 研 究 室 提 供 , 新 鲜 桑 叶 稼 规 饲 养 , 饲养 温度 为 
25°C ; HAA AR HL FN. bombycis 由 本 单位 家 看 
病虫害 研究 室 保存 。 
1.1.2 主要 试剂 TRizol® Reagent 购 自 美 
Invitrogen 公司 ; PrimeScript™ RT Reagent Kit with 
gDNA Eraser (Perfect Real Time ) 反 转 录 试 剂 盒 与 
SYBR® Premix Ex Taq™ II( Tli RNaseH Plus) 荧光 
定量 PCR 试剂 盒 购 自 宝 生物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 。 
1.2 家蚕 海龟 蛋白 序列 的 获得 与 生物 信息 学 分 析 
根据 NCBI 数据 库 中 已 登录 信息 获取 3 条 家 看 
E E AH OF W, Bmtutl-464 ( GenBank 登录 号 : 
KY350196. 1 ), Bmtutl-519 ( GenBank 登录 号 : 
KY350197. 1 ) 和 Bmtutl-810 ( GenBank 登录 号 : 
KY350198. 1 ) 。 利 用 ComputepI/Mw tool ( http; // 
web. expasy. org/compute_pi/) 对 上 述 和 蛋白 进行 分 子 
量 与 等 电 点 预测 ;用 SMART (http; // smart. embl- 
heidelberg. de/) 进行 结构 域 预测 ; 蛋白 二 级 结构 组 
成 蛋白 结合 位 点 、 多 核 并 酸 结合 位 点 与 二 硫 键 位 点 





















































预测 利用 PredictProtein ( https; // predictprotein. org/ 
home) 完成 。 
1.3 家 乔 微 孢子 虫 的 纯化 与 感染 

取 4% RAF EY FRA fk Fld FA RE CL x 10° 个 / 
mL) 涂抹 于 桑 叶 上 , 添 食 3 MER, BS 龄 大 看 发 病 
时 ,收集 病 蛋 中 上 肠 和 丝 腺 组 织 并 充分 研磨 ,用 两 层 纱 
布 过 滤 去 除 看 体 组 织 碎片 及 不 准 等 ,3 000 r/min 离 
心 20 min。 收 集 乳 白色 沉淀 并 重 悬 于 蒸馏 水 中 , 反 
复 5 次 ,直至 镜 检 基 本 无 组 织 碎 片 ,血球 计数 器 计数 
并 保存 备用 (Zhu et al., 2011) 。 

处 理 组 将 上 述 制 备 的 新 鲜 微 孢子 虫 悬 液 浓度 调 
节 至 2.0 x10 A/L, X RHA EKRE RE AE 
子 虫 悬 液 , 添 食 5 龄 起 看 ,并 分 别 在 12, 24, 48, 72, 
96 和 120 h 后 随机 选取 供 试 家 乔 , 各 时 间 点 以 5 k 
大 为 1 个 样品 , 共 3 个 重复 ,解剖 获 其 血 淋 巴 、 中 肠 
与 脂肪 体 组 织 , 置 于 液 氮 中 迅速 冷却 后 于 - 80°C 超 
低温 冰箱 保存 。 
1.4 引物 设计 与 合成 

依据 获得 最 优 扩 增 特异 性 和 扩 增 效率 的 原则 设 
tt qPCR 引物 ,利用 Primer Premier 5.0 软件 设计 目 
的 基因 特异 性 引物 ( 表 1) ,以 家 和 看 Actin3 ( GenBank 
登录 号 : 049854. 1 ) 作为 内 参 基 因 , 所 有 引物 序列 由 
生 工 生物 工程 (上 上海) 股份 有 限 公 司 合成 。 
































R1 实验 所 用 引物 


Table 1 Primers used in the experiment 





基因 引物 序列 (5 -3 7) 预期 产物 大 小 (bp) 
Gene Primer sequences Predicted product size 
Bmtutl-464 F: TCACCAGGGCCGGTACACTTG jää 
R: CCGAAAACCATCGACCTTCCTC 
Bmtutl-519 F: ACAGTGGAACCCGAACCATTAT Jii 
R: TTCATTTCGTTAACGCTGACC 
Bmtutl-810 F: AGTGACAGAGGTTCATAATGGAT i 
R: GGTCGTATCTGGCCCCTGTTGA 
Actin3 F: CCGTATGCGAAAGGAAATCA oe 
R: TTGGAAGGTAGAGAGGGAGG 


1.5 总 RNA 的 提取 与 反 转 录 

取 1.3 节 中 -80Y 超 低温 冰箱 保存 备用 的 家 看 
组 织 样 品 ,根据 TRIzol@ Reagent 试剂 盒 说 明 书 提取 
RNA ,获得 的 总 RNA 使 用 双 光 束 紫 外 /可 见 光 核酸 
蛋白 分 析 仪 检测 RNA 样品 的 浓度 和 纯度 。 用 
PrimeScript™ RT Reagent Kit with gDNA Eraser 反 转 
录 试 剂 盒 中 的 gDNA Eraser 消化 处 理 去 除 基因 组 
DNA 的 污染 ,随后 将 RNA 反 转 录 成 cDNA, 获得 的 
cDNA 置 于 -20% 备 用。 

















1.6 qPCR 检测 与 数据 分 析 

以 1.5 节 获 得 的 cDNA 为 模板 ,采用 SYBR® 
Green 方法 进行 qPCR 检测 。20 pL 反应 体系 : 2 x 
SYBR® Premix Ex Taq I 10 pL， 上 下 游 引 物 F/R 
(10 pmol/L) % 0.4 uL, ROX Reference Dye 0. 4 
uL, 稀释 后 cDNA 模板 2.0 nkL, 用 RNA-free H,O 补 
足 至 20 pL。 反应 条 件 : 95C 5 min; 95% 15 s, 
68% 30 s, 共 40 个 循环 。 扩 增 后 用 2 CP ( Livak 
and Schmittgen, 2001 ) 计算 基因 相对 表达 量 ,并 利用 
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在 线 GraphPad Prism 软件 (http: // www. graphpad. 
com/ quickcalcs/ttestl. cfm ) 进行 差异 显著 性 分 析 。 
实验 设置 3 个 生物 学 重复 。 














2 结果 


2.1 家 看 海 包 蛋 白 的 序列 分 析 

家 看 海 包 和 蛋白 亚 型 基因 Bmtwtl-464 序列 的 开放 
阅读 框 长 1 395 bp,G+C REN 48.0% , 编码 464 
个 氨基 酸 残 基 , 预测 其 蛋白 理论 分 子 量 为 51.5 kD, 
等 电 点 (pI) 为 5. 68。 该 蛋白 的 二 级 结构 主要 由 4 
种 形式 组 成 。 其 中 无 规则 卷曲 (random coil) 所 占 比 
例 最 大 , 占 42. 67% ; 延伸 链 (extended strand) 占 
31.47% ;a 螺旋 (alpha helix) 占 15. 52% ;B 转角 
(beta turn) 占 10. 34% , SMART 软件 分 析 显 示 
Bmtutl-464 蛋白 有 信号 肽 ,并 拥有 2 个 IC 结构 域 和 
2 个 IGc2 结构 域 。 人 免疫 球 蛋 白 结 构 域 一 般 通 过 二 
硫 键 的 结合 形成 稳固 的 双 片 层 夹心 结构 ,通过 分 析 
表明 Bmtutl 464 含有 4 个 二 硫 键 ,分 别 位 于 : Cys- 
Cysli74 ，Cysl26-CyS223 ，(CyS265-CySa6l 与 CYs318-CYS412 aA 
基 酸 残 基 之 间 。 此 外 ,通过 PredictProtein 软件 分 析 
发 现 ,Bmtutl-464 含有 10 个 蛋白 结合 位 点 可 介 导 和 蛋 
日 -蛋白 之 间 的 相互 作用 ,分 别 位 于 : Met, Glus;, 
Glyz-Thrz,, Tyro, Alayes , 
Thrzgs, Prog, A Iess o 

Z FA A WE] Bmtwtl-519 序列 的 开放 
阅读 框 长 1 560 bp,G+C 含量 为 50.0% ,编码 519 
个 氨基酸 残 基 ,预测 其 蛋白 理论 分 子 量 为 37.7 kD, 
等 电 点 (pI) 为 5. 55。 该 蛋白 的 二 级 结构 主要 由 4 
种 形式 组 成 。 其 中 无 规则 卷曲 占 42. 39% ,延伸 链 
占 31.98% ,a 螺旋 占 15. 22% ,B 转角 占 10. 40%， 
与 Bmtutl-464 和 蛋白 亚 型 基本 一 样 。SMART 软件 分 
析 显 示 Bmtutl-519 蛋白 有 信号 肽 ,并 拥有 2 个 IG 结 
构 域 和 3 个 1Gc2 结构 域 。 软 件 分 析 表 明 Bmtutl-519 
含有 5 个 二 硫 键 ,分 别 位 于 : Cyssp-Cysi7s，Cysi26- 
Cysy3, CYS265-CYS318, CYS361-CYS412 5 Cys457-Cysso7 aA 
基 酸 残 基 之 间 , 与 Bmtutl-464 和 蛋白 亚 型 有 一 定 差异 。 
此 外 ,通过 PredictProtein 软件 分 析 发 现 , Bmtutl-464 
含有 12 个 蛋白 结合 位 点 ,分 别 位 于 : Met,, ，Cluss ， 


Glu, -Thr , Proj95 , Alaz , ATZ 5 Alass, Pross, 
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Clnass-Thrase , Glug: -Ser yea 5 Gling, ，Argso。 

RACE AA A SED] Bmtutl-810 序列 的 开放 
阅读 框 长 2 433 bp,G +C 含量 为 50. 0% ,编码 810 
个 氨基 酸 残 基 ,预测 其 蛋白 理论 分 子 量 为 89.7 kD, 























等 电 点 (pI) 为 7.23。 该 蛋白 的 二 级 结构 同样 主要 
由 4 种 形式 组 成 。 其 中 无 规则 卷曲 占 43. 09% , 延 
伸 链 占 31. 36% , a 螺旋 占 14. 44% , B 转角 占 
11.11% 。4 种 形式 组 成 比例 与 蛋白 亚 型 Bmtutl-464 
和 Bmtutl-519 的 差异 并 不 明显 。SMART 软件 分 析 
显示 Bmtutl-810 蛋白 有 信和 号 肽 , 除 含 有 2 个 IG 结构 
域 和 3 个 IGc2 结构 域 之 外 ,还 拥有 2 个 亚 型 纤 连 蛋 
白 结构 域 和 1 个 跨 膜 结构 域 。 软 件 分 析 表 明 
Bmtutl-810 与 Bmtutl-519 一 样 也 含有 5 个 二 硫 键 且 
位 置 相同 ,分 别 位 于 : Cysy-Cysy74, CYS126-CYS22 , 
Cysz6s-Cysat8 ，Cys361-Cys4z 与 CYS4s7-CYSso7 氨基 酸 残 
基 之 间 。 此 外 ,通过 PredictProtein 软件 分 析 发 现 ， 
Bmtutl-810 含有 11 个 蛋白 结合 位 点 ,分 别 位 于 : 
Met,, Glu,,-Thr,,, Argo, Thrsse, Progg, Glyew, 
Progs,, Alaco, TrPoog 5 Glujg7-Glurog , Leugo M2 个 多 
TA PR AL, OP HALT: Asnyo-Argys4 ，Lys7so- 
ATS 7940 
2.2 家 乔 微 孢子 虫 感染 对 家 乔 幼 虫 中 肠 中 Bmtutl 
基因 表达 水 平 的 影响 

家 盔 微 抱 子 虫 经 口感 染 家 看 后 ,中 上 肠 是 微 孢 子 
虫 首先 侵 染 的 组 织 。 我 们 利用 qPCR 对 家 不 微 孢 子 
虫 感染 后 , 家 看 中 肠 Bmtutl-464, Bmtutl-519 和 
Bmtutl-810 基因 的 时 相 表 达 水 平 进行 了 定量 分 析 
(图 1) 。 由 图 1(A) 可 以 看 出 ,家 鼻 微 元 子 虫 感染 后 
的 12, 24, 48, 72, 96 和 120 h, 幼 虫 中 肠 中 Bmtutl- 
464 基因 的 表达 基本 处 于 被 抑制 状态 ,特别 是 感染 
后 的 120 h 与 对 照 组 差异 显著 (P<0.05)( 图 1: 
A). Bmtutl-810 基因 的 表达 变化 情况 与 Bmtutl-464 
的 基本 一 致 (图 1: C)。 相 对 于 对 照 组 ,中 肠 中 
Bmtutl-519 基因 的 表达 也 受到 了 一 定 影响 (图 1: 
B) ,特别 是 感染 的 初期 阶段 Bmtutl-519 基因 表达 水 
平 变化 很 大 ,感染 后 12 h 该 基因 表达 受到 了 显著 抑 
HICP <0.05) ,是 对 照 组 的 22.7% 。 但 是 感染 24 h 
时 ,其 表达 水 平 又 时 显著 的 上 调 趋势 ,是 对 照 组 的 
11.9 倍 。 随 着 感染 时 间 的 延长 , Bmtutl-519 基因 的 
表达 受到 逐渐 抑制 , 感染 后 120 h 是 对 照 组 的 
12.0% (P <0.01), 
2.3 ”家 乔 微 孢子 虫 感染 对 家 蚕 幼虫 血 淋 巴 中 
Bmtutl 基因 表达 水 平 的 影响 

在 家 符 幼 虫 血 淋巴 中 ,家 乍 微 孢 子 虫 感染 后 几 
乎 所 有 的 时 间 节 点 Bmtutl-464 和 Bmtutl-810 基因 的 
表达 水 平 都 处 于 被 抑制 状态 ,但 抑制 率 并 不 显著 
(已 >0.05)( 图 2: A, C)。 感 染 后 的 12, 24 和 48 h 
Bmtutl-519 基因 的 表达 受到 显著 抑制 (P<0.05) ,分 
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图 1 感染 家 蛋 微 抱 子 虫 后 家 看 幼虫 中 肠 中 Bmtutl 不 同 亚 型 基因 的 表达 水 平 

Fig. 1 Expression levels of Bmtutl isoform genes in the midgut of Bombyx mori larvae infected by Nosema bombycis 
A: Bmtutl-464; B; Bmtutl-519; C; Bmtutl-810. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 差 ; 柱 上 星 号 和 双星 号 分 别 表 示 同 一 时 间 点 与 对 照 ( 清 水 ) 间 差异 显著 
(P<0.05) 和 极 显 著 (P<0.01) (7 检验 )。 图 2 和 3 同 。Data in the figure are mean + SD. The asterisk and double asterisk above bars indicate 
significant difference ( P <0.05) and extremely significant difference ( P < 0. 01 ) respectively, from the control (water) at the same time point ( T- 
test). The same for Figs. 2 and 3. 
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图 2 感染 家 不 微 息 子 虫 后 家 系 幼 虫 血 淋 巴 中 Bmtutl 不 同 亚 型 基因 的 表达 水 平 
Fig. 2 Expression levels of Bmtutl isoform genes in the hemolymph of Bombyx mori larvae infected by Nosema bombycis 
A: Bmtuil-464; B: Bmtutl-519; C; Bmtutl-810. 


别 是 对 照 组 的 50.0% , 50.0% 和 45.5% 。 然 而 , 感 ” SEAN PRIA TIP, FEAR A LT ERY J AY RE HE 
染 后 的 72, 96 和 120 h Bmtutl-519 基因 的 表达 水 平 间 节 点 或 者 所 有 时 间 节 点 受到 明显 的 抑制 ,与 对 照 
呈 上 调 趋 势 ,分 别 是 对 照 组 的 1.3, 1.0 和 1.4 倍 (图 组 相 比 差异 显著 。 感 染 后 的 12, 24, 48, 72, 96 和 
2: B) ,与 Bmtutl-464 和 Bmtutl-810 基因 的 表达 趋势 120 h, Bmtutl-464 基因 的 表达 水 平分 别 是 对 照 组 的 
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不 同 。 66.7% , 83.3% , 103.3% ，16.7% , 140. 9% 和 27.8% 
2.4 RBM FT HRA A wa HAG AA th h (图 3: A) ;Bmtutl-519 基因 的 表达 水 平分 别 是 对 照 
Bmtutl 基因 表达 水 平 的 影响 组 的 33. 3% , 32. 3% , 47.6%, 4.5%, 4. 8% 和 
和 肪 体 中 Bmtuil-464 , Bmtutl-519 和 Bmtutl-810 2.4% (图 3: B) ;Bmtutl-810 基因 的 表达 水 平分 别 是 
A mm 对 照 Control B = 对 照 Control C = 对 照 Control 
= 一 家 看 微 抱 子 虫 侵 染 = — ”家系 微 抱 子 虫 侵 染 一 KT ZA 
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图 3 感染 家 不 微 孢 子 虫 后 家 不 幼虫 脂肪 体 中 Bmtutl 不 同 亚 型 基因 的 表达 水 平 


Fig. 3 Expression levels of Bmtutl isoform genes in the fat body of Bombyx mori larvae infected by Nosema bombycis 
A; Bmtwl464; B; Bmtutl-519; C; Bmtutl-810. 























8 期 R EF: KAMIT RRI KRN 














色 蛋 白 ( Bmtutl ) 基因 表达 水 平 的 影响 935 














对 照 组 的 30.0% , 150.4% , 71.4% , 13.2% , 22.7% 
Ail 8.0% (图 3: C)。 结 果 分 析 表 明 ,Bmtutl-519 和 
Bmtutl-810 基因 的 表达 水 平 在 家 大 微 伯 子 虫 感染 家 
午后 的 72 h 开始 受到 显著 抑制 (P<0.05) ,特别 是 
Bmtutl-519 基因 在 感染 72 h 之 后 ,其 基因 表达 水 平 
均 不 到 对 照 的 5.0% 。 说 明 与 其 他 两 种 家 乍 海龟 蛋 
白 亚 型 相 比 , Bmtutl-519 蛋白 很 可 能 在 家 看 微 雹 子 
虫 侵 染 宿主 的 过 程 中 起 主要 作用 。 






































3 讨论 





家 在 海龟 蛋白 Bmtutl 作为 免疫 球 和 蛋白 超 家 族 
的 一 员 , 目 前 在 家 看 中 获得 了 其 3 种 蛋白 亚 型 , 即 
Bmtutl-464, Bmtutl-519 和 Bmtutl-810 ( Zhu et al., 
2017) 。 本 研究 通过 对 这 3 种 蛋白 亚 型 的 序列 结构 

村 征 分 析 表 明 ,它们 的 蛋白 二 级 结构 组 成 与 占 比 基 
本 一 致 ,相互 之 间 存 在 微弱 差异 。 但 是 ,通过 蛋白 / 
多 核 昔 酸 结合 位 点 分 析 发 现 , Bmtutl-464, Bmtutl- 
519 和 Bmtutl-810 之 间 存 在 较 大 差异 。 除 蛋白 结合 
位 点 分 布 不 同 之 外 ,Bmtutl-810 还 拥有 2 BRE 
酸 结 合 位 点 。 表 明 家 看 海龟 蛋白 这 3 种 亚 型 的 生物 
学 功能 存在 差异 。 

Zhu 等 (2017) 通 过 对 家 看 海 包 和 蛋白 不 同 亚 型 在 
家 看 PSO 不 同 组 织 中 的 灾 光 定量 分 析 结 果 发 现 ， 
Bmtutl-519 与 Bmtutl-810 在 家 至 5 龄 第 3 天 幼虫 血 
液 中 的 表达 量 最 高 , 头 部 与 脂肪 体 中 的 表达 量 次 之 ; 
而 Bmtutl-464 ERE 5 龄 第 3 天 幼虫 性 腺 组 织 精 
K .卵巢 中 的 表达 量 最 高 ,血液 中 的 表达 量 次 之 。 
IE, AS FE a HA AR A tl HLF HT FIG BRS FY Re 2) 
HE AZAR VA Be KEN EE Bez IF Be es AY h. 
淋巴 和 脂肪 体 组 织 作为 主要 研究 对 象 ,对 家 看 进行 
微 孢 子 虫 感染 和 菊 光 定量 PCR 分 析 。 研 究 发 现 , 感 
染 家 和 蛋 微 爷 子 虫 后 ,家 和 蛋 幼 虫 中 肠 、 血 淋巴 与 脂肪 体 
组 织 中 Bmtutl-464, Bmtutl-519 和 Bmtutl-810 基因 的 
整体 表达 水 平 处 于 被 抑制 状态 ,尤其 在 脂肪 体 中 最 
为 明显 。 脂 肪 体 作 为 昆虫 的 免疫 反应 器 官 , 在 应 对 
外 界 病原 微生物 入 侵 过 程 中 发 挥 重 要 作用 
(Kounatidis and Ligoxygakis，2012 ) 。 例 如 ,大 肠 杆 
fA Escherichia coli ERI AER Beauveria bassiana iE 
黄 微 球菌 Micrococcus luteus 与 家 看 核 型 多 角 体 病毒 
(Bombyx mori nucleopolyhedrovirus, BmNPV ) 感染 ， 
FAY | ak He AH Wa ANH 22k A EN il FY i 
3% Lal (Zhao et al., 2012; Gao et al., 2018) 。 

HAIKA YA a E A SE I LL, KE 

















































































































































































pF HR Ye 72 h 后 ,脂肪 体 中 Bmtutl-519 基因 的 
表达 水 平 受到 最 为 强烈 的 抑制 ,暗示 Bmtutl-519 和 蛋 
白 很 可 能 在 家 和 蛋 微 钨 子 虫 侵 染 和 宿主 的 过 程 中 起 主要 
作用 。 这 一 结果 与 我 们 之 前 的 研究 报道 (Zhu er al., 
2017) 相 一 致 。Bmtutl-519 的 过 表达 在 一 定 程度 可 
LD) fe dt Ae ae le LF HO FR Ae SL BmN 的 粘 附 ， 
但 并 没有 增加 微 孢 子 虫 对 细胞 的 感染 率 , 相反 
Bmtutl-519 的 过 表达 对 家 至 微 抱 子 忠 的 增殖 具有 捉 
制作 用 (Zhu et al., 2019)。 因 此 在 侵 染 家 春 的 过 程 
中 ,为 了 营造 有 利于 自身 生存 增殖 的 环境 ,家 看 微 和 
子 虫 通过 某 些 方式 抑制 了 家 春海 包 和 蛋白 的 表达 。 然 
而 ,具体 的 调节 机 制 尚 不 清楚 。 

本 研究 结果 丰富 了 我 们 对 免疫 球 蛋 白 超 家 族 成 
员 的 认识 ,明确 了 家 看 微 和 抱 子 虫 感染 对 家 大 幼 虫 中 
肠 、 血 淋巴 和 脂肪 体 组 织 中 Bmtutl-464, Bmtutl-519 
和 Bmtutl-810 基因 表达 水 平 的 影响 ,为 进一步 探索 
家 等 微 孢子 虫 侵 染 宿主 的 分 子 机 制 芮 定 了 一 定 
基础 。 
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